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(57) Abstract 



In order to obtain, from casein P, a partial hydrolyzate enriched with, Firstly, a phosphopeptide or a 1-25 peptide fraction, 
and, secondly, precursors of P-casomorphine (these precursors being fragments which cover the 33-97 region of the casein P mole- 
cule), by hydrolyzing the casein p with a proteolytic enzyme, the hydrolysis is carried out in a saline medium, thereby causing a 
precipitate to appear in the medium and separating it from the soluble phase which represents the partial hydrolyzate desired. 
Preferably, this hydrolysis is carried out in a medium of which the ionic strength is equivalent to that of a solution of monovalent 
salt having an ionic strength of between 0.5 and 4M. In order to obtain the 1-25 peptide fraction and the precursors of (3-casomor- 
phine, ion exchange chromatography is carried out on this soluble phase, after having demineralized it by electrodialysis. In or- 
der to obtain the antihypertensive and immunostimulatory 177-183 peptide fraction, the precipitate obtained is made soluble, the 
resulting solution is brought to a pH level of between 6 and 9, and hydrolysis is carried out by means of a proteolytic enzyme. 



(57) Abrege 

Pour obtenir, a partir de la caseine P, un hydrolysat partiel enrichi, d'une part, en phosphopeptide ou fraction peptidique 
1-25, et, d'autre part, en precurseurs de la P-casomorphine (ces precurseurs etant des fragments couvrant la zone 33-97 de la mole- 
cule de caseine P), par hydrolyse de la caseine P par une enzyme proteolytique, on conduit cette hydrolyse en milieu salin, provo- 
quant l'apparition dans le milieu d'un precipite que Ton separe de la phase soluble, laqueile constirue 1'hydrolysat partiel re- 
cherche. De preference, on conduit cette hydrolyse dans un milieu d'une force ionique equivalente a celle d'une solution de sel 
monovalent comprise entre 0,5 et 4M. Pour obtenir la fraction peptidique 1-25 et les precurseurs de la p-casomorphine, on 
conduit une chromatographic d'echange d'ions sur cette phase soluble, apres 1'avoir demineralisee par electrodialyse. Pour obte- 
nir la fraction peptidique 177-183 a activite antihypertensive et immunostiraulante, on resolubilise le precipite obtenu, on amene 
la solution resultante a un pH de 6-9, et on conduit une hydrolyse par une enzyme proteolytique. 
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"Procede d'obtention, a partir de la caseine ft, de 

fractions enrichies en peptides a activite 
biologique et les fractions peptidiques obtenues" 
La presente invention concerne un procede 
5 de preparation, a partir de la caseine ft, de 
fractions peptidiques qui renferment des activites 
phys iologiques . 

La caseine ft represente environ 34% en 
poids de la caseine entiere de lait de vache, soit 
10 8,5 g/1 environ, et 60 a 65% de la caseine entiere 
du lait de chevre . La caseine ft du lait de vache 
est forrnee d 1 une chalne peptidique unique, ne 
contenant ni cysteine, ni glucides, mais riche en 
proline (ALAIS, Science du Lait, 1984, 107-199). 
15 La caseine ft peut etre preparee a partir du lait, 
de caseinate ou de phosphocaseinate natif selon le 
procede decrit dans le brevet francais 86-00325 ou 
par d 1 autres technologies: chromatographie sur 
resines echangeuses d'ions (MERCIER et al . , Bull. 
20 Soc. Chim. Biol. 50_, 521-530) ou solubilisation a 
froid au pH isoelectrique (MANSON et ANNAN, 
Biochem. Biophys . , 1971, 145 , 16-26). 

Les fractions peptidiques qui sont visees 
selon 1 ' invention sont: 
25 (A) la fraction 1-25, 

(B) des fractions precurseurs de la ft- 
casomorphine , laquelle represente la 
fraction 60-66, ces precurseurs etant des 
fragments couvrant la zone 33-97 de la 

30 molecule de caseine ft, ainsi que 

(C) la fraction 177-183, 

1' apparition de ces fractions etant suivie en 
chromatographie liquide haute performance en phase 
inverse (RP-HPLC) sur une colonne C18 en tampon 
35 d'elution phosphate de sodium 20 mM et gradient 
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d ' acetonitrile de 0 a 60%, avec detection a 214- 
nm. (LEONIL J. et al., Le Lait, 1988, 68(3), 281- 
294 . 

(A) La peptide 1-25 contient un enchainement 
5 original en serines phosphorylees (positions 15, 
17, 18 et 19 de la chaine peptidique) et est 
qualifie de ce fait de phosphopeptide . Ce 
phosphopeptide , comme les autres phosphopeptides 
contenus dans les autres caseines du lait, possede 

10 la propriete d'augmenter 1' absorption d'oligo- 
elements, calcium notamment, a travers la paroi 
intestinale, en les maintenant a 1 ' etat soluble au 
sein de la lumiere intestinale. Cet effet des 
phosphopeptides issus des caseines sur 

15 1 ' absorption du calcium est connu depuis 19 50 
( MELLANDER, Acta Soc. Med. Upsal, 1950, 55, 247- 
255) . 

Le lait et ses derives sont en effet 
consideres comme la source principale d'apport du 

20 calcium a l'organisme humain. Ce concept recouvre, 
en fait, deux notions, celle d 1 un apport 
quantitatif (1200 mg de Ca par litre de lait) et 
celle d'une assimilabilite elevee (85% du calcium 
contenu dans la poudre de lait absorbe contre 22 a 

25 72% du calcium present dans les vegetaux de la 
ration - RENNER dans Milk and Dairy Products in 
Human Nutrition, pages 190-233). L'efficacite de 
1' absorption intestinale du calcium du lait a ete 
longtemps attribuee au seul lactose selon un 

3 0 mecanisme intervenant au niveau des premiers 
segments de 1 ' intestin (duodenum et jejunum): la 
biotransformation de ce sucre en acide lactique 
abaisserait la barriere d'energie des cellules 
epitheliales et conduirait a une penetration du 

35 calcium sous forme de lactate ou de sels complexes 
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solubles. Les resultats recemment acquis tendent a 
montrer qu ' au contraire, une partie ndn 
negligeable de 1' absorption intestinale du calcium 
du lait se ferait selon un autre mecanisme dans 
lequei interviendraient des segments peptidiques 
originaux des caseines : les phosphopeptides . 

Les caseines alpha,, B et K contiennent, en 
effet, des enchainements de serines phosphorylees 
qui conferent a ces proteines un pouvoir chelatant 
tres marque vis-a-vis des elements alcalino- 
terreux (Ca - "*' et Mg**) et des oligo-elements. 
Cette aptitude est d ' autant plus marquee que le 
taux de phosphorylation est eleve, c'est-a-dire 
que le pouvoir sequestrant des differentes 
caseines se situe comme suit: alpha D2 > alpha =1 > 
ft > K. La repartition des sites phosphoseryle 
n'est pas uniforme; ainsi, pour les caseines 
alpha s et R, la majeure partie de ces sites se 
situe respectivement entre les residus 46 a 68 et 
entre les residus 1 a 20. Le pouvoir chelatant 
eleve de ces phosphopeptides (CPP) fait que la 
totalite du phosphore et du calcium micellaires 
leur est associee. II en resulte que ces 
enchainements jouent un role essentiel dans la 
stabilite des micelles de caseine et dans les 
mecanismes gouvernant la formation du gel lors de 
la coagulation du lait. Cependant, les 
caracteristiques physico-chimiques tres 

particulieres de ces CPP ont egalement amene a 
penser qu'ils intervenaient dans 1' absorption 
intestinale des mineraux et des oligo-elements. 

Ces CPP sont, en effet, retrouves dans la 
lumiere intestinale chez des rats ayant recu un 
regime a base de caseine sous une forme identique 
a celle obtenue lors de la digestion enzymatique 
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"in vitro" de cette meme caseine. A partir- 
d ' experimentations menees sur des boucles 
duodenales ligaturees, LEE et al . (Agric. 3iol . 
Chem. , 1979, 4_3, 2009-2011) ont, non seulement 
5 confirme que les CPP accroissaient la solubilite 
intraluminale du calcium, mais aussi demontre une 
elevation de 1 ' absorption intestinale de cet 
element. II a par ailleurs ete mis en evidence que 
cette absorption ne necessitait pas 1 ' intervention 

10 de la vitamine D. Bien qu ' obtenus chez le poulet, 
ces resultats precisaient les observations faites 
auparavant par MELLANDER et OLSON (Bol. Med. Hosp. 
Infanc. Mex., 1956, 13, 243-246) sur deux groupes 
d ' enf ants rachitiques ou non, recevant des 

15 hydrolysats trypsiques de caseine. Plus recemment, 
cette augmentation de la biodisponibilite du 
calcium par les CPP a ete particulierement 
illustree par GERBER et JOST (Calcif. Tissue Int., 
1986, 3_8, 350-357). La mise en contact de ces 

20 segments de caseine avec des extraits 
embryonnaires d'os: femur, tibia et metatarse, 
induisait la mineralisation de ces organes . Cette 
propriete etait perdue si on procedait a une 
dephosphorylation enzymatique des CPP. En ce qui 

25 concerne le mecanisme biochimique dans lequel 
interviendraient les CPP lors de 1' absorption 
intestinale du calcium, I'hypothese la plus 
probable serait, selon SATO et al . (J. Nutr. Sci. 
Vitaminol., 1986, 3_2, 67-76), que les CPP 

30 inhiberaient la precipitation des sels de calcium 
au niveau de 1 ' intestin grele et ainsi 
f avoriseraient une absorption de type passif au 
niveau de l'ileon. 

L'isolement des phosphopeptides peut se 

35 faire soit a partir du lait, des caseinates, soit 
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a partir d ' une des caseines, le plus souvent la 
caseine B. Apres hydrolyse trypsique, les 
sequences phosphopept idiques sont agregees par 
mise en contact avec du calcium et du phosphate 
5 mineral. La separation et la purification de 
l'agregat se fait par ultrafiltration sur membrane 
ou par gel filtration ou encore par 
chromatographic d'echange d'ions. Les preparations 
commerciales se caracterisent par une teneur 

10 elevee en acide glutamique (28 g p. 100), en 
serine (9 g p. 100), en calcium (7g p. 100) et en 
phosphore (3,6 g p. 100) et une tres grande 
solubilite (200 g/1). Elles peuvent chelater des 
oligo-elements en quantite elevee sans que soit 

15 alteree leur solubilite. 

(B) Les fractions contenant, dans leur 
sequence, le fragment 60-66 appele B-casomorphine 
peuvent etre considerees comme des precurseurs de 
la B-casomorphine et etre qualifiees de pro-B- 

20 casomorphines . La B-casomorphine est decrite comme 
une exorphine, equivalent exogene des endorphines 
(opioides endogenes dont les plus connus sont les 
Met- et Leu-enkephalines ) , dont elle aurait toutes 
les proprietes de regulation du transit des 

25 electrolytes (effet antidiarrhee ) , d'induction du 
sommeil, de suppression de la douleur ou 
d ' immunomodulation (E. PAROL I , Wld Rev. Nutr . 
Diet., Vol. 55, pages 58-97. KARGER, BASEL, 1988). 

Le relargage de peptides a activite opioide 

30 lors de 1' hydrolyse digestive de proteines 
alimentaires a ete mis en evidence lors de 
recherches portant sur les liens de causalite 
existant entre la psychose schizophrenique et le 
regime alimentaire. En effet, nombre 

35 d 1 observations realisees jusqu'a la fin des annees 
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60 avaient montre l'etroite correlation chez les- 
personnes predisposees a la schizophrenie , entre 
un regime a base de cereales et le syndrome de la 
maladie coeliaque, une enteropathie affectant les 
sujets consommant de la gliadine (une des 
proteines du gluten) . La suspension des symptomes 
liee a 1 ' elimination de la gliadine du regime et 
au contraire, leur recurrence quand des proteines 
de gluten, de soja ou de lait etaient administrees 
aux patients, le declenchement de modifications du 
comportement chez des animaux ayant- recu par voie 
orale ou par injection intracerebrale les 
proteines du gluten ont constitue un ensemble de 
faits qui ont amene les chercheurs a supposer un 
effet psychotoxique direct d ' un peptide du gluten. 

La similarite des symptomes observes avec 
ceux relies a la secretion de peptides a activite 
opioide par le cerveau et la glande pituitaire 
(les enkephalines et les endorphines ) , a conduit a 
rechercher ces opioides dans les proteines 
alimentaires . Ces exorphines ont ete mises en 
evidence dans les hydrolysats pepsiques de gluten 
de ble, de caseine alpha a et de caseine ft. Le fait 
que la totalite des sequences primaires des 
caseines ait ete elucidee, a permis une avance 
tres rapide des recherches portant sur les 
activites exorphiques presentes dans les proteines 
laitieres. Ainsi BRANTL et al . ont-ils pu 
rapidement attribuer a 1 ' enchainement 60-66 de la 
caseine ft: Tyr - Pro - Phe - Pro - Gly - Pro - lie 
1' activite morphinomimetique detectee dans une 
caseine peptone commerciale. Cette sequence a ete 
denommee B-casomorphine 1-7. La necessaire 
presence des enchainement Tyr - X - Phe ou Tyr - 
Xj. - X = - Phe dans les peptides a activite opioide 
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d'origine endogene ou exogene a permis de montrer 
1' existence de nombreuses exorphines dans la 
sequence des proteines du lait produit par les 
differentes especes de mammiferes. Les caseines 
5 alpha H et fi apparaissent etre les principales 
sources de ce type de peptides que ce soit dans' le 
lait maternel ou dans le lait bovin (des sequences 
proches voire identiques ont egalement ete 
retrouvees dans les caseines de brebis , de 

10 bufflesse et de chamelle), bien qu'ils soient 
egalement presents dans la sequence des deux 
principales proteines du lactoserum: l'alpha- 
lactalbumine et la Ji-lactoblobuline (CHIBA H. et 
al. , 1986, dans "Protein tailoringfor food and 

15 medical uses", pages 123-153 (Freeney R.E. and 
Whitaker J.R. eds ) . Marcel Dekker, N.Y."). 

Le residu Tyr en position N terminale 
permettrait 1 ' interaction pref erentielle avec les 
recepteurs u du cerveau presents en grande 

20 majorite au niveau de 1 ' hypothalamus et du 
thalamus . Ces recepteurs interviennent lors de 
l'analgesie supraspinale , du relargage de 
prolactine, de la regulation de la mobilite 
intestinale et du taux d ' acetylcholine . La 

25 presence d'un residu Arg en position N terminale 
devant une Tyr favoriserait au contraire les 
interactions avec les recepteurs delta localises 
dans la moelle epiniere et dans le systeme 
limbigue, sieges des sensations emotionnelles et 

30 des reflexes de memorisation acquise (recompense 
et punition) . 

La presence d' exorphines issues de la 
caseine alpha D et de J3 casomorphines a ete 
detectee par immunochimie dans le duodenum de 

35 miniporcs ayant ingere de la caseine et dans 
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l'intestin grele d'hommes adultes ayant consomme - 
du lait. Aucun compose reagissant avec des 
antiexorphines n'a ete trouve a ce jour dans le 
plasma sanguin des mammiferes adultes. Par contre, 
5 un precurseur de la fl-casomorphine 7 a ete detecte 
dans le plasma des veaux nouveau-nes . De meme, des 
reactions positives avec des anti B-casomorphines 
7 et 8 ont ete trouvees dans des echantillons de 
plasma sanguin preleves chez des femmes enceintes 
10 et allaitantes alors que ces reactions etaient 
negatives avec le plasma preleve chez les homines 
et les femmes non enceintes utilises comme 
temoins . 

Enfin, un compose proche de la B- 
15 casomorphine ete mis en evidence dans le plasma 
sanguin de plusieurs femmes souffrant de psychose 
post-partum. 

Pour revue, ces differents effets sont 
inclus dans 1' article de E. Paroli , Wld Rev. 
20 Nutr. Diet., Vol 55, pages 58-97, Karger, Basel 
1998. 

A partir de cet ensemble d ' observations , 
TESCHEMACHER (Human Lactation 3. Goldman ed . , 
Plenum Press, New York, 1987, 213-225; et Adv. 

25 Biosci, 1987, £5, 41-48) a postule que les B- 
casomorphines participeraient a la regulation 
endocrine de la grossesse et de 1 ' activate 
secretoire de la glande mammaire en modulant la 
liberation d'octocine et de prolactine. Cette 

30 hypothese suppose evidemment que la caseine B 
produite par les cellules mammaires, ou un 
fragment de cette molecule contenant la B- 
casomorphine, soit transferee dans la circulation 
sanguine au cours de la lactogenese. Or, de tels 

35 transferts cellules mammaires vers le sang ont 
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(57) Abstract 

In order to obtain, from casein P, a partial hydrolyzate enriched with, Firstly, a phosphopeptide or a 1-25 peptide fraction, 
and, secondly, precursors of P-casomorphine (these precursors being fragments which cover the 33-97 region of the casein P mole- 
cule), by hydrolyzing the casein P with a proteolytic enzyme, the hydrolysis is carried out in a saline medium, thereby causing a 
precipitate to appear in the medium and separating it from the soluble phase which represents the partial hydrolyzate desired. 
Preferably, this hydrolysis is carried out in a medium of which the ionic strength is equivalent to that of a solution of monovalent 
salt having an ionic strength of between 0.5 and 4M. In order to obtain the 1-25 peptide fraction and the precursors of P-casomor- 
phine, ion exchange chromatography is carried out on this soluble phase, after having demineralized it by electrodialysis. In or- 
der to obtain the antihypertensive and immunostimulatory 177-183 peptide fraction, the precipitate obtained is made soluble, the 
resulting solution is brought to a pH level of between 6 and 9, and hydrolysis is carried out by means of a proteolytic enzyme. 

(57) Abrege 

Pour obtenir, a partir de la caseine p, un hydrolysat partiel enrichi, d'une part, en phosphopeptide ou fraction peptidique 
1-25, et, d'autre part, en precurseurs de la P-casomorphine (ces precurseurs etant des fragments couvrant la zone 33-97 de la mole- 
cule de caseine P), par hydrolyse de la caseine P par une enzyme proteolytique, on conduit cette hydrolyse en milieu salin, provo- 
quant l'apparition dans le milieu d'un precipite que Ton separe de la phase soluble, laquelle constirue l'hydrolysat partiel re- 
cherche. De preference, on conduit cette hydrolyse dans un milieu d'une force ionique equivalente a celle d'une solution de sel 
monovalent comprise entre 0,5 et 4M. Pour obtenir la fraction peptidique 1-25 et les precurseurs de la P-casomorphine, on 
conduit une chromatographic d'echange d'ions sur cette phase soluble, apres 1'avoir demineralisee par electrodialyse. Pour obte- 
nir la fraction peptidique 177-183 a activite antihypertensive et immunostimulante, on resolubilise le precipite obtenu, on amene 
la solution resultante a un pH de 6-9, et on conduit une hydrolyse par une enzyme proteolytique. 
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"Procede d'obtention, a partir de la caseine B, de 

fractions enrichies en peptides a activite 
biologique et les fractions peptidiques obtenues" 

La presente invention concerne un procede 
de preparation, a partir de la caseine fi, de 
fractions peptidiques qui renferment des activites 
physiologiques . 

La caseine 15 represents environ 34% en 
poids de la caseine entiere de lait de vache, soit 
8,5 g/1 environ, et 60 a 65% de la caseine entiere 
du lait de chevre . La caseine B du lait de vache 
est formee d'une chaine peptidique unique, ne 
contenant ni cysteine, ni glucides, mais riche en 
proline ( ALAIS , Science du Lait, 1984, 107-199). 
La caseine B peut etre preparee a partir du lait, 
de caseinate ou de phosphocaseinate natif selon le 
procede decrit dans le brevet francais 86-00325 ou 
par d'autres technologies: chromatographie sur 
resines echangeuses d'ions (MERCIER et al . , Bull. 
Soc. Chim. Biol. 5_0, 521-530) ou solubilisation a 
froid au pH isoelectrique (MANSON et ANNAN, 
Biochem. Biophys . , 1971, 145 , 16-26). 

Les fractions peptidiques qui sont visees 
selon 1' invention sont: 

(A) la fraction 1-25, 

(B) des fractions precurseurs de la fi- 
casomorphine , laquelle represente la 
fraction 50-66, ces precurseurs etant des 
fragments couvrant la zone 33-97 de la 
molecule de caseine B, ainsi que 

(C) la fraction 177-183, 

1' apparition de ces fractions etant suivie en 
chromatographie liquide haute performance en phase 
inverse (RP-HPLC) sur une colonne C18 en tampon 
d'elution phosphate de sodium 2 0 mM et gradient 
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d ' acetonitrile de 0 a 60%, avec detection a 214 
ran. (LEONIL J. et al . , Le Lait, 1988, 68(3), 281- 
294 . 

(A) La peptide 1-25 contient un enchainement 

5 original en serines phosphorylees (positions 15, 
17, 18 et 19 de la chaine peptidique) et est 
qualifie de ce fait de phosphopeptide . Ce 
phosphopeptide , comme les autres phosphopeptides 
contenus dans les autres caseines du lait, possede 

10 la propriete d ' augmenter 1' absorption d'oligo- 
elements, calcium notamment, a travers la paroi 
intestinale, en les maintenant a 1 ' etat soluble au 
sein de la lumiere intestinale. Cet effet des 
phosphopeptides issus des caseines sur 

15 1' absorption du calcium est connu depuis 1950 
(MELLANDER, Acta Soc. Med. Upsal, 1950, 55, 247- 
255) . 

Le lait et ses derives sont en effet 
consideres comme la source principale d ' apport du 

2 0 calcium a 1 ' organisme humain. Ce concept recouvre, 
en fait, deux notions, celle d'un apport 
quantitatif ( 1200 mg de Ca par litre de lait) et 
celle d'une assimilabilite elevee (85% du calcium 
contenu dans la poudre de lait absorbe contre 22 a 

25 72% du calcium present dans les vegetaux de la 
ration - RENNER dans Milk and Dairy Products in 
Human Nutrition, pages 190-233). L'efficacite de 
1' absorption intestinale du calcium du lait a ete 
longtemps attribuee au seul lactose selon un 

30 mecanisme intervenant au niveau des premiers 
segments de l'intestin (duodenum et jejunum): la 
biotransformation de ce sucre en acide lactique 
abaisserait la barriere d'energie des cellules 
epitheliales et conduirait a une penetration du 

35 calcium sous forme de lactate ou de sels complexes 
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solubles. Les resultats recemment acquis tendent a 
raontrer qu ' au contraire, une partie non 
negligeable de 1 ' absorption intestinale du calcium 
du lait se ferait selon un autre mecanisme dans 
5 lequel interviendraient des segments peptidiques 
originaux des caseines: les phosphopeptides . 

Les caseines alpha,, , B et K contiennent, en 
effet, des enchainements de serines phosphorylees 
qui conferent a ces proteines un pouvoir chelatant 

10 tres marque vis-a-vis des elements alcalino- 
terreux (Ca~~ et Mg**) et des oligo-elements. 
Cette aptitude est d ' autant plus marquee que le 
taux de phosphorylation est eleve, c ' est-a-dire 
que le pouvoir sequestrant des differentes 

15 caseines se situe comme suit: alpha s2 > alpha Bl > 
ii > K. La repartition des sites phosphoseryle 
n'est pas uniforme; ainsi, pour les caseines 
alpha B et 3, la majeure partie de ces sites se 
situe respectivement entre les residus 46 a 68 et 

20 entre les residus 1 a 20. Le pouvoir chelatant 
eleve de ces phosphopeptides (CPP) fait que la 
totalite du phosphore et du calcium micellaires 
leur est associee. II en resulte que ces 
enchainements jouent un role essentiel dans la 

25 stabilite des micelles de caseine et dans les 
mecanismes gouvernant la formation du gel lors de 
la coagulation du lait. Cependant, les 
caracteristiques physico-chimiques tres 

particulieres de ces CPP ont egalement amene a 

30 penser qu'ils intervenaient dans 1' absorption 
intestinale des mineraux et des oligo-elements. 

Ces CPP sont, en effet, retrouves dans la 
lumiere intestinale chez des rats ayant recu un 
regime a base de caseine sous une forme identique 

35 a celle obtenue lors de la digestion enzymatique 
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"in vitro" de cette mime caseine. A partir 
d ' experimentations menees sur des boucles 
duodenales ligaturees, LEE et al. (Agric. Biol. 
Chem., 1979, 4_3, 2009-2011) ont, non seulement 
5 confirme que les CPP accroissaient la solubilite 
intraluminale du calcium, mais aussi demontre une 
elevation de 1' absorption intestinale de cet 
element. II a par ailleurs ete mis en evidence que 
cette absorption ne necessitait pas 1 * intervention 

10 de la vitamine D. Bien qu ' obtenus chez le poulet, 
ces resultats precisaient les observations faites 
auparavant par MELLANDER et OLSON (Bol. Med. Hosp. 
Infanc. Mex. , 1956, 13, 243-246) sur deux groupes 
d'enfants rachitiques ou non, recevant des 

15 hydrolysats trypsiques de caseine. Plus recemment, 
cette augmentation de la biodisponibilite du 
calcium par les CPP a ete particulierement 
illustree par GERBER et JOST (Calcif. Tissue Int., 
1986, 3_8, 350-357). La mise en contact de ces 

20 segments de caseine avec des extraits 
embryonnaires d'os: femur, tibia et metatarse, 
induisait la mineralisation de ces organes . Cette 
propriete etait perdue si on procedait a une 
dephosphorylation enzymatique des CPP. En ce qui 

25 concerne le mecanisme biochimique dans lequel 
interviendraient les CPP lors de 1' absorption 
intestinale du calcium, l'hypothese la plus 
probable serait, selon SATO et al . (J. Nutr. Sci. 
Vitaminol., 1986, _32, 67-76), que les CPP 

30 inhiberaient la precipitation des sels de calcium 
au niveau de 1 * intestin grele et ainsi 
f avoriseraient une absorption de type passif au 
niveau de l'ileon. 

L'isolement des phosphopeptides peut se 

35 faire soit a partir du lait, des caseinates, soit 
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a partir d ' une des caseines, le plus souvent la 
caseine ft. Apres hydrolyse trypsique, les 
sequences phosphopeptidiques sont agregees par 
mise en contact avec du calcium et du phosphate 
5 mineral. La separation et la purification de 
1 ' agregat se fait par ultrafiltration sur membrane 
ou par gel filtration ou encore par 
chromatographic d'echange d'ions. Les preparations 
commerciales se caracterisent par une teneur 

10 elevee en acide glutamique (28 g p. 100), en 
serine (9 g p. 100), en calcium (7g p. 100) et en 
phosphore (3,6 g p. 100) et une tres grande 
solubilite (200 g/1). Elles peuvent chelater des 
oligo-elements en quantite elevee sans que soit 

15 alteree leur solubilite. 

(B) Les fractions contenant, dans leur 
sequence, le fragment 60-66 appele fl-casomorphine 
peuvent etre considerees comme des precurseurs de 
la J3-casomorphine et etre qualifiees de pro-fl- 

20 casomorphines. La fi-casomorphine est decrite comme 
une exorphine, equivalent exogene des endorphines 
(opioides endogenes dont les plus connus sont les 
Met- et Leu-enkephalines ) , dont elle aurait toutes 
les proprietes de regulation du transit des 

25 electrolytes (effet antidiarrhee ) , d' induction du 
sommeil, de suppression de la douleur ou 
d ' immunomodulation (E. PAROL I , Wld Rev. Nutr . 
Diet., Vol. 55, pages 58-97. KARGER, BASEL, 1988). 

Le relargage de peptides a activite opioide 

30 lors de 1' hydrolyse digestive de proteines 
alimentaires a ete mis en evidence lors de 
recherches portant sur les liens de causalite 
existant entre la psychose schizophrenique et le 
regime alimentaire. En effet, nombre 

35 d ' observations realisees jusqu'a la fin des annees 
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60 avaient montre l'etroite correlation chez les 
personnes predisposees a la schizophrenie , entre 
un regime a base de cereales et le syndrome de la 
maladie coeliaque, une enteropathie affectant les 
5 sujets consommant de la gliadine (une des 
proteines du gluten). La suspension des symptomes 
liee a 1 1 elimination de la gliadine du regime et 
au contraire, leur recurrence quand des proteines 
de gluten, de soja ou de lait etaient administrees 

10 aux patients, le declenchement de modifications du 
comportement chez des animaux ayant- recu par voie 
orale ou par injection intracerebrale les 
proteines du gluten ont constitue un ensemble de 
faits qui ont amene les chercheurs a supposer un 

15 effet psychotoxique direct d'un peptide du gluten. 

La similarity des symptomes observes avec 
ceux relies a la secretion de peptides a activite 
opioide par le cerveau et la glande pituitaire 
(les enkephalines et les endorphines ) , a conduit a 

20 rechercher ces opioides dans les proteines 
alimentaires . Ces exorphines ont ete mises en 
evidence dans les hydrolysats pepsiques de gluten 
de ble, de caseine alpha B et de caseine B. Le fait 
que la totalite des sequences primaires des 

25 caseines ait ete elucidee, a permis une avance 
tres rapide des recherches portant sur les 
activites exorphiques presentes dans les proteines 
laitieres . Ainsi BRANTL et al . ont-ils pu 
rapidement attribuer a 1 ' enchainement 60-6 6 de la 

30 caseine R : Tyr - Pro - Phe - Pro - Gly - Pro - lie 
1' activite morphinomimetique detectee dans une 
caseine peptone commerciale. Cette sequence a ete 
denommee fi-casomorphine 1-7. La necessaire 
presence des enchainement Tyr - X - Phe ou Tyr - 

35 Xj. - X, - Phe dans les peptides a activite opioide 
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d'origine endogene ou exogene a permis de montrer 
1' existence de nombreuses exorphines dans la 
sequence des proteines du lait produit par les 
differentes especes de mammiferes. Les caseines 
5 alpha Q et ft apparaissent etre les principales 
sources de ce type de peptides que ce soit dans le 
lait maternel ou dans le lait bovin (des sequences 
proches voire identiques ont egalement ete 
retrouvees dans les caseines de brebis, de 

10 bufflesse et de chamelle), bien qu'ils soient 
egalement presents dans la sequence des deux 
principales proteines du lactoserum: 1 ' alpha- 
lactalbumine et la fi-lactoblobuline (CHIBA H. et 
al . , 1986 , dans "Protein tailoringfor food and 

15 medical uses", pages 123-153 (Freeney R.E. and 
Whitaker J.R. eds ) . Marcel Dekker, N.Y."). 

Le residu Tyr en position N terminale 
permettrait 1 ' interaction pref erentielle avec les 
recepteurs /j du cerveau presents en grande 

2 0 majorite au niveau de 1 ' hypothalamus et du 
thalamus . Ces recepteurs interviennent lors de 
1'analgesie supraspinale , du relargage de 
prolactine, de la regulation de la mobilite 
intestinale et du taux d ' acetylcholine . La 

25 presence d'un residu Arg en position N terminale 
devant une Tyr favoriserait au contraire les 
interactions avec les recepteurs delta localises 
dans la moelle epiniere et dans le systeme 
limbigue, sieges des sensations emotionnelles et 

30 des reflexes de memorisation acquise (recompense 
et punition) . 

La presence d' exorphines issues de la 
caseine alpha D et de ft casomorphines a ete 
detectee par immunochimie dans le duodenum de 

35 miniporcs ayant ingere de la caseine et dans 
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1 ' intestin grele d'hommes adultes ayant consomme 
du lait. Aucun compose reagissant avec des 
antiexorphines n'a ete trouve a ce jour dans le 
plasma sanguin des mammiferes adultes. Par contre, 
un precurseur de la B-casomorphine 7 a ete detecte 
dans le plasma des veaux nouveau-nes . De meme, des 
reactions positives avec des anti B-casomorphines 
7 et 8 ont ete trouvees dans des echantillons de 
plasma sanguin preleves chez des femmes enceintes 
et allaitantes alors que ces reactions etaient 
negatives avec le plasma preleve chez les hommes 
et les femmes non enceintes utilises comme 
temoins . 

Enfin, un compose proche de la B- 
casomorphine ete mis en evidence dans le plasma 
sanguin de plusieurs femmes souffrant de psychose 
post-partum. 

Pour revue, ces differents effets sont 
inclus dans 1' article de E. Paroli, Wld Rev. 
Nutr. Diet., Vol 55, pages 58-97, Karger, Basel 
1998. 

A partir de cet ensemble d ' observations , 
TESCHEMACHER (Human Lactation 3. Goldman ed., 
Plenum Press, New York, 1987, 213-225; et Adv. 
Biosci, 1987, £5, 41-48) a postule que les B- 
casomorphines participeraient a la regulation 
endocrine de la grossesse et de l'activite 
secretoire de la glande mammaire en modulant la 
liberation d'octocine et de prolactine. Cette 
hypothese suppose evidemment que la caseine B 
produite par les cellules mammaires, ou un 
fragment de cette molecule contenant la fl- 
casomorphine, soit transferee dans la circulation 
sanguine au cours de la lactogenese. Or, de tels 
transferts cellules mammaires vers le sang ont 
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deja ete mis en evidence pour 1 ' alpha-lactalbumine 
et pour la caseine Kappa. L ' hypothese de 
TESCHEMACHER prend egalement en compte 
1 ' augmentation du taux de prolactine plasmatique 
5 constatee chez des rats auxquels avait ete 
injectee par voie systemique de la 'B-casomorphine . 
II apparait done que, lors des modifications 
physiologiques de l'organisme qui accompagnent la 
grossesse et, par extension, la reproduction des 
10 mammiferes, il y ait, en quelque sorte, suppleance 
ou renf orcement des optiates endogenes du cerveau 
par des composants a activite morphino-mimetiques 
secretes par la glande mammaire. 

A partir d ' experimentation menees chez des 
15 chiens avec les differentes B-casomorphines , il a 
ete mis en evidence un mecanisme complexe de 
regulation de 1 ' appetit et de la prise de 
nourriture dans lequel intervenaient ces 
exorphines en opposition avec les endorphines. 
20 L' ingestion d ' un repas test comportant du 
saccharose et additionne de B-casomorphines ou 
seulement de caseopeptone multipliait en effet le 
taux d'insuline plasmatique par 6 ou 7 (NIETER et 
al, Diabetologia, 1981, 21, 309). L'ingestion de 
25 repas similaires ou dans lesquels la caseopeptone 
etait remplacee par du lait frais provoquait 
1' apparition dans le plasma sanguin d'un composant 
reagissant avec une antistomatostatine . 

L. ' accroissement post-prandial d'insuline et de 
30 somatostatine etait supprime si de la naloxone, 
inhibiteur specifique des opioides etait ajoutee 
au repas ou bien si des endorphines telles que la 
Leu et la Met-enkephaline etaient injectees par 
voie intraveineuse . 
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L'activite analgesique des exorphines 
provenant de la caseine R a ete tres largement 
etudiee. Sur la base du test "dit" du retrait de 
la queue de souris apres pincement, 1' injection 
intra-cerebroventriculaire des differentes R- 
casomorphines a permis de quantifier leur activite 
anti-douleur non seulement entre elles, mais aussi 
par rapport a la morphine. Par exemple, la fi- 
casomorphine 1-5 est 10 a 20 fois moins active que 
la morphine, bien qu ' il suffise de 0,06 a 2 /imole 
par rat pour obtenir un effet analgesique 
appreciable; par contre des analogues, tels que la 
J3-casomorphine 1-4 NH = appelee encore 
morphiceptine, modifies par substitution des 
acides amines L en position 2 et 4 par des acides 
amines D ou par de l'acide pipecolique, seraient 
10 fois plus actifs que la morphine. La formation 
au niveau de l'intestin grele de la morphiceptine 
semble hautement probable puisqu'une reaction 
positive est observee avec un anticorps specifique 
et que des enzymes d'amidation existent dans le 
tractus gastro-intestinal et dans la secretion 
pancreatique . Le transfert a 1 ' homme des 
observations faites chez le rat est loin d'etre 
evident, mais il est permis de relier 1' effet 
analgesique des exorphines laitieres aux 
observations faites quotidiennement sur le 
comportement apres tetee ou apres absorption de 
biberon des nouveau-nes. Le calme et 1 ' induction 
du sommeil post-prandiaux peuvent tout a fait 
resulter de la formation intestinale d ' exorphines . 
Une conclusion semblable est formulee par S TURNER 
et CHANG (Pediatr. Res., 1988, 23, 4 ) qui ont 
rapproche le contenu tres eleve en fi-casomorphine 
(9500 nmole/g) et en morphiceptine (1,4 nmole/g) 
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des laits infantiles predigeres avec la reduction 
significative des pleurs et 1 ' accroissement du 
sommeil chez les enfants recevant ces laits. 

Par ailleurs, les travaux de HAUTEFEUILLE 
et al. (Am. J. Physiol.; Gastrointes. Liver 
Physiol., 250 G 92 - G 97 , 1986 ) et TOME et al . 
ont mis en evidence gue les JJ-casomorphine 1-7 
et morphiceptine) augmentaient , comme les 
endorphines, 1" absorption des electrolytes sur des 
tests in vitro realises en chambre de Ussing. En 
consequence, ils auraient une action anti- 
diarrheigue potentielle. 

(C) Le peptide 177-183 est decrit comme un 
inhibiteur de 1 ' enzyme de conversion de 
1 ' angiotensine I en angiotensine II (Angiotensin 
Converting Enzyme ou ACE). Comme tous les 
inhibiteurs de cette enzyme, ce peptide serait 
potentiellement un anti-hypertensif puisqu'il 
permettrait d'abaisser la tension arterielle. 

L'examen systematique des sequences des 
peptides inhibiteurs de l'ACE ayant montre qu ' ils 
avaient tous 1 ' enchainement Pro-Pro, Ala-Pro ou 
Ala-Hyp a leur COOH terminal, on a recherche 
1' existence d'un tel enchainement dans les 
peptides issus de l'hydrolyse trypsique de la 
caseine. A 1 ' aide de deux tests in vitro bases sur 
1 ' inactivation de la bradykinine (compose 
vasodilatateur-hypotenseur provoquant egalement 
les contractions de 1' uterus de rate et de l'ileon 
de rat) par l'ACE, on a identifie trois sequences 
peptidiques inhibitrices de l'ACE dont l'une, 
qualifiee de CEI B-, , a 1 ' enchainement Ala-Val-Pro- 
Tyr-Pro-Gln-Arg, et constitue le segment 177-183 
de la caseine R. 
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Une autre activite potentielle du peptide 
177-183 serait, selon MI GLIORE-S AMOUR et JOLLES 
(Experimenta, 1988, 44, 158-163), une action 
d ' immunomodulation favorisant la production 
5 d'anticorps. 

Par analogie avec les activites 
immunomodulantes de peptides produits par les 
bacteries, PARKER et al . (Eur. J. Biochem., 1984, 
145 , 677-682) se sont poses la question de 

10 l'eventuelle existence dans le premier aliment de 
1 ' etre humain, a savoir le lait, de fractions 
d' activite similaire. Leur demarche tres finaliste 
s ' appuyait sur le constat de la resistance aux 
infections bacteriennes du nouveau-ne nourri au 

15 sein, a travers les ages, avant tout developpement 
de la pharmacotherapie . A 1 ' aide de deux tests in 
vitro: la secretion d'anticorps hemolytique centre 
les hematies de mouton par les cellules de la rate 
de souris - la phagocytose des hemeties de mouton 

2 0 par les macrophages des cellules peritoneales de 
la souris, ils ont mis en evidence une activite 
immunostimulante dans I'hydrolysat trypsique de 
caseine humaine. Le peptide responsable a ete 
purifie et identifie. II s ' agissait de la sequence 

25 Val-Glu-Pro-Ile-Pro-Tyr correspondant au segment 
54-59 de la caseine R humaine. Cette sequence a 
ete synthetisee et administree parallelement au 
peptide naturel par voie intraveineuse a des 
souris adultes, a des doses de 1 1 ordre de 0,5 

30 mg/kg. Les deux peptides augmentaient 
signif icativement la resistance a une infection 
Klebsiella pneumoniae / mais le peptide naturel 
etait nettement plus efficace. II est a noter que 
la sequence 54-59 se retrouve en grande partie 

35 dans la sequence a activite exorphique de la 
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caseine B humaine (B-casomorphine 1-7). Par 
ailleurs, la mime activite imitiunostiraulante a ete 
mise en evidence pour la sequence 63-68 de la 
caseine B bovine (MIGLIORE-SAMOUR et JOLLES, 1988 
5 selon la publication precitee), a savoir: Pro-Gly- 
Pro-Ile-Pro-Asn. 

Le but vise selon 1 ' invention est atteint 
par le fait qu ' on realise l'hydrolyse par une 
enzyme proteolytique (hydrolyse trypsique) de la 

10 caseine B en milieu salin, cette hydrolyse etant 
alors une hydrolyse menagee , qui provoque 
1' apparition dans le milieu d ' un precipite 
facilement separe de la phase soluble. 

L'interet de cette separation reside dans 

15 le fait que la phase soluble ne contient presque 
que le phosphopeptide (peptide 1-25) et les 
sequences contenant a B-casomorphine, la fraction 
enrichie en peptide a activite antihypertensive 
(fraction 177-183) etant obtenue par une nouvelle 

2 0 hydrolyse du precipite par une enzyme 
proteolytique (hydrolyse trypsique). 

Le procede de 1 ' invention met en oeuvre les 
proprietes inattendues et simultanees de 
liberation specifique du peptide 1-25 et 

25 d ' insolubilisation partielle du "reste" de la 
molecule de caseine B, en milieu salin, notamment 
de force ionique elevee, lors de l'hydrolyse 
trypsique de la caseine B. 

L'hydrolyse trypsique de la caseine B est 

30 decrite dans la litterature par les chercheurs 
ayant determine la sequence primaire ( enchainement 
des acides amines) de cette proteine (RIBADEAU 
DUMAS et al., 1970, Eur. J. Biochem. , 14., 451- 
459). La formation des peptides 1-25 et 177-183, 

35 liee a la specificite de la trypsine, est 
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indiquee, mais au pH de l'hydrolyse (8,5), il n'y 
a aucune mention de la formation d'un precipite, 
et cette hydrolyse n'est pas realisee en milieu de 
force ionique elevee. II en est de mime pour les 
5 travaux les plus recents sur la caracterisation 
analytique des peptides formes lors de l'hydrolyse 
trypsique de la caseine ft: CARLES et al . (J. Dairy 
Res., 1986, 595-600); LEADBEATER et WARD (J. of 
Chromatography, 1987, 3_97, 435-443); PETRILLI et 

10 al. (Int. J. Peptide Protein Res., 1987, 29_, 504- 
508). En revanche, ces auteurs decrivent la 
formation d'un precipite lorsque le pH de 
l'hydrolysat est abaisse a 4,6. Cette 
precipitation se faisant apres hydrolyse totale de 

15 le caseine R, il est evident que la composition en 
peptides du precipite et celle du surnageant sont 
tres differentes des produits de la presente 
invention. L ' originalite de la presente invention 
est le fait que la presence d'un milieu de force 

20 ionique elevee permet d'effectuer une proteolyse 
limitee dans la premiere phase d 1 hydrolyse, avec 
insolubilisation concomitante de certains produits 
d ' hydrolyse . 

La formation d'un precipite lors de 

25 l'hydrolyse trypsique de la caseine li est evoque 
par CHRISTENSEN (Arch. Biochem. Biophys . , 1954, 
128-137), mais cette hydrolyse n'est pas realisee 
en milieu salin, et 1 ' auteur formule l'hypothese 
que le precipite serait un polymere, ce qui 

30 conduit 1 ' homme du metier a se desinteresser de ce 
precipite, dont la composition est inconnue . 
PETERSON et al . (J. Amer. Chem. Soc, 1958, 80 , 
95) mentionnent egalement la formation d'un 
precipite au cours de l'hydrolyse trypsique de la 

35 caseine B. Cette hydrolyse, contrairement a celle 
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effectuee selon la presente invention, se fait en 
absence de sel. 

LEONIL et al. (Lait, 1988 (6_8 (3), 281-294 
et Colloque INSERM "Second Forum on Peptides" Vol. 
5 174, pp. 65-68 , John Libbey Eurotext Ltd, 1988) 
ont decrit la cinetique d'hydrolyse trypsique de 
la caseine ft et indiquent que la formation du 
precipite depend de la concentration initiale en 
caseine J3 et du rapport E/S. Ce precipite serait 
10 constitue des fragments 29-209, 106-209, 108-209, 
mais leur etude n'est pas realisee en milieu 
salin . 

CARLES et al . (FEBS Letters, 1988, 229 , N° 
2, 265-272) decrivent 1 ' hydrolyse chymotrypsique 

15 et thermolysique de la caseine B en presence de 
sel, notamment KCl . lis ont mis en evidence le 
fait que la presence de sel limite 1' hydrolyse, 
mais ils n 1 ont pas utilise la trypsine qui a une 
specif icite d' action differente de celle de la 

20 chymotrypsine et de la thermolysine . De plus, ces 
auteurs ne decrivent pas la formation d ' un 
precipite. L' hydrolyse en milieu salin de la 
caseine entiere par la neutrase, l'alcalase, la 
papalne et la chymosine, a egalement ete decrite 

25 par SANOGO et al . (Science des Aliments, 1987, 1_, 
385-398), mais elle ne concerne ni la caseine fi, 
ni la trypsine. 

La preparation des peptides selon le 
procede de 1 ' invention est extrapolable 

30 industriellement . En effet, ce procede utilise des 
techniques separatives a meme de traiter des 
quantites elevees de solution. 

On connait plusieurs methodes permettant 
une preparation en laboratoire des peptides 

35 biologiques cites. A titre d ' illustration pour la 
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preparation de la fraction 1-25, on peut citer 

celle publiee par PETERSON et al . (J. Am. Chem. 

Soc, 1958, 80, 95-99), ou, apres une digestion de 

la caseine B par la trypsine, le precipite forme 

dans le milieu reactionnel est elimine par 

centrif ugation . Le surnageant resultant contenant 

le phosphopeptide 1-25 est acidifie a pH = 4,7, 

debarrasse a nouveau d'un precipite qui se forme a 

ce pH. L.e surnageant riche en phosphopeptide est 

purifie sous forme de sel de baryum par addition 

successives de chlorure de baryum et precipitation 

sous 1 ' action de 1 ' ethanol . 

Cette methode est resumee dans le schema 
ci-apres : 

Solution de caseine J3 a 3% 
ph=7,2 + 0,01% de trypsine 
20 min. a 25 C 



(1) Precipitation 

25% de 1' azote total 
0 % du phosphore total 



Surnageant 

a juste a pH=4,7 



Surnageant 
Addition de BaCl 2 a 
une concentration 
atteinte 0,25% 
Addition d'un vol. 
equivalent d' ethanol 



(II) Precipite 

22% de 1' azote total 
18% du phosphore 
total 



I 



Surnageant 

cone. 1/4 du volume 

dialyse a 5 C 



(IV) Precipite 

5% de 1' azote total 

5% du phosphore total 



(III) Precipite 

15% de 1' azote 
total 

74% du phosphore 
total 



(V) Surnageant 

evapore a l'etat sec 
31% de 1' azote total 
5% du phosphore total 
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Afin d'extraire le phosphopeptide 1-25, ces 
auteurs passent par 1 ' intermediaire d'un sel de 
baryum, forme sous laquelle le phosphopeptide est 
plus facilement isole, en raison de son 
insolubilite dans l'ethanol. La purification 
ulterieure du phosphopeptide passe par deux etapes 
chromatographigues , la premiere visant a eliminer 
le baryum, la seconde permettant l'obtention du 
phosphopeptide sous forme pure. Ce procede, 
impliquant differentes etapes de precipitation du 
phosphopeptide sous forme de sel de baryum 
(methode delicate ou le rendement n'est pas tres 
eleve) et de methodes chromatographiques , s'avere 
long et peu rentable. Des methodes peu differentes 
de la precedente ont ete decrites par MAN SON et 
al . (Arch. Biochem. Biophys . , 1971, 145 , 16-26), 
MIKKANEN et al . (J. Nutr . 1980, 110 , 2141-2148). 

Une modification de cette methode a ete 
introduite par GERBER et al . (Calcif. Tissu Int., 
1986, 3_8, 350-357), ou la precipitation au 
chlorure de baryum est remplacee par une 
chromatographie sur echangeur d'ions. La meme 
demarche methodologique est suivie par SATO et al . 
(J. Nutri. Sci. Vitaminol . , 1986, 32, 67-76); ces 
auteurs ajoutent une etape chromatographique 
supplementaire par permeation de gel. On connait 
egalement le brevet frangais N° 80-02281, dans 
lequel est decrite la preparation des 
phosphopeptides resultant de l'hydrolyse par la 
pancreatine de la caseine entiere. 

Dans aucune de ces methodes, il n'est fait 
mention de 1 ' utilisation de sel au cours de 
l'hydrolyse trypsique de la caseine ft, qui est la 
base de la presente invention. L'effet du sel est 
d ' induire une degradation tres limitee de la 
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molecule de caseine R de depart avec liberation 
rapide du phosphopeptide 1-25 et ce, avec peu de 
produits contaminants. La recuperation du 
phosphopeptide 1-25 est facilitee par la 
precipitation qui se produit dans le milieu 
reactionnel, due a 1 ' insolubility du ou des restes 
de la molecule de caseine 13. 

Cette degradation limitee, dont la 
persistance est fonction de la concentration en 
sel utilisee, est compatible avec une exploitation 
technologigue . Elle permet d'obtenir d ' une maniere 
simple un surnageant dans lequel le phosphopeptide 
represente environ 20% du materiel peptitigue 
total. Le phosphopeptide peut etre ensuite purifie 
jusqu'a 1 ' homogeneite avec des technigues 
chromatographiques connues de 1 ' homme du metier. 
Le procede selon la presente invention se 
distingue des autres methodes connues dans la 
mesure ou est obtenu, grace a la proteolyse 
limitee, un enrichissement en phosphopeptide de la 
fraction soluble ne necessitant pas 1 ' etape 
d' extraction au chlorure de baryum. 

Simultanement a la formation du 
phosphopeptide, sont liberes des precurseurs du 
fragment 60-66 de la caseine Si appele li- 
casomorphine . Quelgues travaux de la litterature 
mentionnant la formation eventuelle de precurseurs 
de la fl-casomorphine sans proposer toutefois de 
methodes de purification. A titre d ' illustrations , 
on peut citer les etudes de RIBADEAU DUMAS et al . 
(Eur. J. Biochem., 1970, 14, 451-459) REIMERDES 
(J. Dairy Research, 1979, 46, 223-226), LEONIL et 
al (Le lait, 1988, 68 (3), 281-294), PETRILLI et 
al. (Int. J. Peptide Protein Res., 1987, 29, 504- 
508). Dans la presente invention, la plupart des 
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precurseurs de la fi-casomorphine sont relargues 
dans le milieu lors de la proteolyse trypsique 
limitee de la caseine ft, en presence de sels. 

Le peptide 177-183 est purifie par MARUYAMA 
5 et al (Agric. Biol. Chem., 1985, 4_9 (5), 1405- 
1409) a partir d'une hydrolyse trypsique de la 
caseine entiere. Trois etapes chromatographiques 
sont utilisees pour la purification du peptide 
177-183 qui sont successivement de la fabrication 

10 sur gel, de 1 ' echange d'ions et a nouveau de la 
filtration sur gel. 

Le peptide 177-183, conune decrit dans la 
presente invention, est obtenu au cours d'une 
nouvelle hydrolyse trypsine du precipite mentionne 

15 precedenunent , ce dernier resultant de la 
proteolyse limitee de la molecule de caseine ft de 
depart. Ce precipite a 1 1 avantage d'etre une 
fraction appauvrie en certaines sequences de la 
molecule de caseine ft a initiale. 

20 Les preparations de tous les peptides cites 

dans 1' invention peuvent facilement etre mises en 
oeuvre a l'echelle industrielle et toutes les 
fractions observees peuvent etre valorisees. De 
plus, ledit procede partant de substance dite 

25 naturelle (la caseine du lait de mammifere) , met 
en oeuvre des techniques physiques de separation 
apres utilisation d'une enzyme physiologique (la 
trypsine)/ pour conduire a l'obtention de peptides 
dits naturels, qualificatif utilise en opposition 

3 0 aux peptides obtenus par la voie de la synthese 
organique ou du genie genetique . Ces deux 
dernieres voies exigent que des operations de 
purification tres poussees et done tres couteuses 
soient menees sur les peptides prepares, en raison 

35 des risques de toxicite lies a la presence 
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eventuelle de substances chimiques ou organigues 
contaminantes . Tel n'est pas le cas des peptides 
prepares selon 1' invention, puisque les substances 
contaminantes (peptides issus de la molecule de 
caseine B) auront au pire un role de nutriment. Un 
autre inconvenient de 1 ' approche par synthese 
chimique est le cout de production trop eleve des 
peptides pour un usage en nutrition. 

II est a noter egalement que des sequences 
semblables a celles decrites dans le present 
procede se retrouvent dans la caseine B du lait de 
vache, de chevre et de brebis . On peut done 
envisager d'utiliser ces trois sources de caseine 
B pour la conduite du procede selon 1' invention. 

La presente invention a done d ' abord pour 
objet un procede d'obtention, a partir de la 
caseine B, d'un hydrolysat partiel enrichi, d'une 
part, en phosphopeptide ou fraction peptidique 1- 
25, et d ' autre part, en precurseurs de la B- 
casomorphine 60-66 (ces precurseurs etant des 
fragments couvrant la zone 33-97 de la molecule de 
caseine B), par hydrolyse de la caseine B par une 
enzyme proteolytique, caracterise par le fait 
qu'on conduit ladite hydrolyse en milieu salin, 
provoquant 1 ' apparition dans le milieu d'un 
precipite que 1 • on separe de la phase soluble, 
laquelle constitue 1 ' hydrolysat partiel recherche. 

Conformement a un mode de realisation 
prefere de ce procede, on conduit 1' hydrolyse dans 
un milieu d'une force ionique equivalente a celle 
d'une solution de sel monovalent comprise entre 
0,5 et 4M, et notamment entre 1 et 2M. La 
concentration en sel du milieu a un role 
determinant sur la rapidite et la faisabilite du 
procede. Comme sel, on peut utiliser un sel 
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monovalent, par exemple, le chlorure de sodium ou 
de potassium, ou un sel divalent, par exemple, le 
sulfate de sodium ou le sulfate d' ammonium. Le 
Na 3 S0 4 a ete teste entre 0 et 0,5M, 1 ' optimum 
5 s ' etant trouve etre a 0,35 M (En termes de force 
ionique, il s'avere que la force ionique a 0,35 M 
en Na 2 S0 4 est equivalente a celle de la solution 
de NaCl 1 M) . 

La separation du precipite peut etre faite 

10 soit par centrif ugation (par exemple a 15 OOOg 
pendant 20 min) , soit par microf iltration 
tangentielle (par exemple, sur membrane d ' oxyde de 
zirconium sur support de carbone M14, presentant 
un diametre de pore de 0,14 a 0,2 micron, 

15 commercialisee par Tech-Sep) . La microf iltration 
peut etre suivie d'une diaf iltration afin 
d'epuiser le retentat en phosphopeptide 1-25 et en 
precurseurs de la J3-casomorphine . 

Ce procede est realisable pour des 

20 concentrations en caseine 13 allant de 0,5 g/1 a 80 
g/1, avec une separation des phases soluble et 
insoluble d'autant plus efficace et rapide que la 
concentration en caseine B initiale est elevee . 

A titre d' enzyme proteolytique , on utilise 

25 notamment la trypsine, et, par exemple, la 
trypsine commercialisee par NOVO INDUSTRIE sous 
1 ' appellation "Crystalline Porcine Trypsin 4500 K" 
ou "5000 K", ou toute autre preparation de 
trypsine de purete equivalente. La plasmine, dont 

30 la specificite est tres semblable a celle de la 
trypsine, pourra egalement etre avantageusement 
utilisee dans le procede de 1' invention. Le 
rapport enzyme/ substrat peut varier dans de larges 
limites; il peut par exemple etre de 1 ' ordre de 

35 1/100 a 1/10 000. La limite superieure est liee au 
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cout de 1 ' enzyme et la limite inferieure, a la 
duree de la reaction. 

L'hydrolyse enzymatique peut se derouler 
dans une gamme de pH allant de 6 a 9 (de 
preference 7,5) et a une temperature de 25 a 45 °C 
(de preference 40°C). Le temps d'hydrolyse optimal 
sera fonction des conditions d'hydrolyse; par 
exemple, a une concentration en Nacl de 2 M, pH = 
8 et 4 0°C, avec la trypsine SERVA traitee au TPCK 
- L-Tosyl-L-phenylalaninechloromethylcetone (inhi- 
biteur de la trypsine) (31 U/mg) au rapport 
enzyme/substrat de 1/1000, 1 ' optimum sera atteint 
en 40 minutes; cependant, il est possible de 
travailler a des rapports enzyme/substrat plus 
f aibles . 

EN fin d'hydrolyse, 1 ' enzyme est detruite 
par traitement thermique (85°C pendant 20 
minutes), ou recuperee par ultrafiltration de la 
phase soluble sur membrane organique ou minerale a 
seuil de coupure de 1 ' ordre de 10 000. Cette phase 
soluble est un hydrolysat partiel enrichi en 
phosphopeptide 1-25 et en precurseurs de la fl- 
eas omorphine . 

En partant de la phase soluble, on peut 
ensuite purifier le phosphopeptide par 
chromatographie d'echange d'ions, apres avoir 
prealablement demineralise cette phase soluble par 
electrodialyse . 

On obtient ainsi une fraction fortement 
enrichie en precurseurs de la fi-casomorphine , et 
une fraction fortement enrichie en phosphopeptide 
1-25. 

On peut egalement conduire une 
precipitation par le calcium sur la phase soluble 
precitee, en faisant suivre par une centrif ugation 
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ou une decantat ion ; on obtient ainsi le 
phosphopeptide ou fraction peptidique 1-25 
pratiquement pur. 

En partant du precipite, il faut le 
5 resolubiliser , amener la solution ainsi obtenue a 
un pH allant de 6 a 9 , et proceder a une deuxieme 
hydrolyse par une enzyme proteolytique (hydrolyse 
trypsique) a une temperature de 25 a 45 °C. Le 
temps necessaire pour atteindre 1' hydrolyse totale 
10 sera fonction des conditions d' hydrolyse; par 
exemple, avec la trypsine SERVA traitee au TPCK 
(31 U/mg) au rapport de 1/1000, a pH 8 et 40°C, 
1 1 hydrolyse totale sera atteinte en 1 heure . 

On peut ensuite concentrer le peptide a 
15 activite anti-hypertensive et inununostimulante 
(fraction 177-183) a partir de cet hydrolysat de 
trois f aeons: 

par ultrafiltration, sur membranes 
organiques ou minerales a seuil de coupure 
20 inferieur a 5000, notamment de 1 ' ordre de 

1000 ou 3000, on obtient des permeats 
contenant de 20 a 40% du peptide recherche 
selon la nature de la membrane utilisee 
(les pourcentages etant calcules a partir 
25 des aires des pics (equivalent en DO a 214 

nm) selon 1 1 expression : pourcentage = (100 
x aire du peptide considere) /aire totale 
des peptides du chromatogramme , d'oii il 
resulte que 1 ' on peut considerer que les 
30 pourcentages equivalent sensiblement a des 

pourcentages en poids de peptide, sachant 
qu'une droite d'etalonnage a ete etablie 
pour chaque peptide considere); 
par chromatographie d'echange d'ions, en 
35 colonne ou en batch, sur resine echangeuse 
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d' anion ( Sp-Sechadex C-25 commercialisee 
par PHARMACIA-LKB) avec un gradient 
eau/formiate d' ammonium a pH=7 , on obtient 
une solution plus ou moins enrichie en la 
fraction 177-183 selon le produit de depart 
(hydrolysat complet, permeat 1000 ou 
permeat 3000); en partant du permeat 1000, 
la purete pourra avoisiner les 100%; 
par combinaison successive de ces deux 
techniques, on peut done ameliorer la 
purete de la solution de peptide 
antihypertensif et immunostimulant obtenue 
et utiliser au mieux la capacite de la 
resine . 

Les peptides recherches sont done obtenus, 
selon les precedes decrits ci-dessus, sous forme 
de fractions enrichies dont la composition 
peptidique globale peut etre caracterisee par 
chromatographie haute performance en phase 
inverse, sur colonne C18 en tampon d'elution 
phosphate de sodium 2 0 mM et gradient 
d ' acetonitrile de 0 a 60%, avec detection a 214 
nm . 

La presente invention porte egalement sur 
une fraction peptidique enrichie en peptides a 
activite biologique, caracterisee par le fait 
qu'elle renferme la fraction peptidique 1-25 ayant 
une purete comprise entre environ 18% et environ 
27%, et les precurseurs de la fi-casomorphine ayant 
une purete comprise entre environ 40% et environ 
60%. 

L' invention porte egalement sur une 
fraction peptidique consistant en precurseurs de 
la ii-casomorphine ayant au moins 92% de purete. 



FEUILLE DE REM PLACEMENT 



i k_ > / i f\.yu/ nito 1 .1 



25 



Les exemples suivants illustrent 

1' invention et sont donnes en liaison avec les 
figures du dessin annexe qui representent les 
profils HPCL des fractions obtenues sur RP-C18- 
5 PEP-RPC (Pharmacia) en gradient lineaire de tampon 
A et B, a un debit de 1 ml/min. 
Legendes : 

Tampon A = phosphate de sodium 20 mM pH = 6,75 
Tampon B = phosphate de sodium 29 mM, pH =7,5, en 
10 melange avec 60% d ' acetonitrile . 

Le gradient va de 0 a 80% de tampon B en 25 min. 

I : peptide 1-25 

II : precurseurs de la B-casomorphine 60-66 

III : peptide 177-183. 
15 EXEMPLE 1 

12, 7g de caseine Ji bovine lyophilisee 
(obtenue selon le procede decrit dans le brevet 
frangais N° 86-00325) sont dissous dans un volume 
tampon TRIS-HC1, 0,1 M, pH=8, contenant du NaCl 

20 2M, de fagon que le poids total final soit de 
3022, 3g. La solution est portee a 40°C. 

Cette solution est soumise a 1' action de la 
trypsine (Trypsine SERVA traitee au TPCK 31 U/mg, 
de fagon que le rapport E/S soit voisin de 

25 1/10000. Ceci revient a ajouter 1,2 ml d'une 
solution de trypsine a 1 mg/ml . L' evolution de 
l'hydrolyse est suivie par HPCL sur RP-C 18 -PEP-RPC 
(Pharmacia) en gradient tampon phosphate 20 mM, 
pH=6,75 acetonitrile (de 0 a 60% en acetonitrile). 

3 0 L'hydrolyse est poursuivie pendant 4 h 45 mn, au 
cours de laquelle un precipite abondant s 'est 
forme. La reaction enzymatique est arretee par 
traitement thermique dans un echangeur tubulaire 
en inox plonge dans un bain-marie a 88°C, la 

35 solution est ainsi portee a 85°C en 4 minutes et 
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est maintenue a cette temperature pendant 25 
minutes. Cette inactivation peut aussi etre 
effectuee en batch. 

Le melange reactionnel est centrifuge a 
5 15000g pendant 20 minutes et a 20°C. En partant 
de 2747 g d ' hydrolysat , le surnageant recupere a 
un poids de 2517, 9g dans lequel le phosphopeptide 
1-25 represente environ 20% du materiel peptidique 
(voir profil HPLC, Figure 1). 
10 Leqende de la Figure 1 : 

Surnageant de centrifugation de 

1 ' hydrolysat trypsigue de caseine B en NaCL 

2M, dilue au l/8eme - 

200 microlitres injectes. 
15 Le culot resultant de cette centrifugation 

a le profil peptidique montre en Figure 2. 
Leqende de la Figure 2 ; 

Culot de centrifugation de 1 ' hydrolysat 

trypsique de caseine Si en NaCl 2M, remis en 
20 solution, dilue au l/10eme 

200 microlitres injectes. 

Le culot remis en solution est soumis a une 
nouvelle hydrolyse trypsique. A titre d'exemple, 
840 ml du culot remis en suspension sont 

25 hydrolyses par la trypsine dans un rapport voisin 
de E/S 1/1000 en poids. Tres rapidement, la 
solution devient limpide et 1' evolution de 
1" hydrolyse est suivie en RP-HPLC sur C18-PEP-RPC 
(Pharmacia) en gradient tampon phosphate 20 mM, 

30 pH=6 , 75/acetonitrile (de 0 a 60% en acetonitrile ) . 
La reaction est arretee lorsque la formation du 
peptide 177-183 est a son maximum, soit apres 3 h 
30 mn. Le melange reactionnel est alors porte a 
85 °C pendant 25 minutes ( le protocole 
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d ' inactivation de 1 ' enzyme est identique a ce qui 
a ete decrit precedenunent) . 

Le milieu reactionnel limpide obtenu est 
ensuite ultrafiltre sur un module AMICON CH2A, 
5 equipe d'une membrane de fibres creuses H1P3-20 
(seuil de coupure 3000). L 1 ultrafiltration est 
poursuivie pendant 4 heures avec un debit de 
permeation moyen de 132 ml/heure, ce qui permet un 
facteur de concentration de 3. Par analyse en RP- 

10 HPLC sur colonne C18 -PEP-RPC (Pharmacia), on 
obtient une separation des differents peptides du 
melange qui permet de definir l'obtention du 
peptide 177-183 dans les proportions suivantes : le 
fragment 177-183 represente 3,3% de la molecule de 

15 caseine R (rapporte au nombre d'acides amines), 
5,75% du materiel peptidique present dans 
1 ' hydrolysat du culot de centrif ugation et 20,3% 
du materiel peptidique present dans le permeat 
d ' ultrafiltration obtenu tel que decrit ci-dessus 

20 (Figure 3 ) . 

Leqende de la Figure 3 ; 

Permeat sur membrane a seuil de coupure 
3000 du culot de centrif ugation apres 
hydrolyse trypsique, dilue au l/8eme - 

25 200 microlitres injectes. 
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EXEMPLE 2 

13, 2g de caseine B bovine lyophilisee, 
auxquels sont ajoutes 350, 6g de NaCl, sont dissous 
dans de 1 ' eau distillee. Le pH du melange est 
5 amene a 8 au moyen d ' une solution de NaOH. Le 
melange (poids total final de 3208, 5g) est porte a 
40°C par thermos tatation de la cuve . 

Cette solution est soumise a 1' action de la 
trypsine (Trypsine TPCK SERVA 31 U/mg) dans un 
10 rapport E/S voisin de 1/10 000. La variation du pH 
du milieu reactionnel est controlee et regulee a 
l'aide d'un pHstat par addition de NaOH 0,5 M. La 
reaction est poursuivie pendant 5 heures au cours 
desquelles un precipite abondant s'est forme. La 
15 trypsine est inactivee par traitement thermique 
dans un echangeur tubulaire selon le protocole 
decrit dans 1 ' Exemple 1 . 

Le melange reactionnel est centrifuge a 
7000 g pendant 1 heure a 20°C (partant de 2785, 3g 
20 de melange reactionnel, on recupere 27 64,3g de 
surnageant) ; le surnageant, analyse par HPLC RP- 
C18-PEP-RPC, Figure 4, contient principalement les 
fragments 1-25 (20,25% du materiel peptidique 
present) et les precurseurs de la B-casomorphine 
25 et le culot obtenu a le meme profil analytique que 
celui montre en Figure 2. 
Leqende de la Figure 4 : 

Surnageant de centrifugation de 

l'hydrolysat trypsique de caseine fi en NaCl 
30 2M, dilue au l/10eme - 

200 microlitres injectes. 

Le culot est soumis a l'hydrolyse trypsique 
apres avoir ete remis en suspension dans de 1 ' eau 
distillee ajustee a pH 8 et a 40°C. A titre 
35 d ' indication, 14,54g de culot (poids humide) sont 
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dissous dans un volume d'eau distillee final 
( 1970g) dont le pH est ajuste a 8 au moyen d'un 
pHstat et la temperature portee a 4 0°C. La 
solution est hydrolysee par 8 mg de trypsine 
5 (rapport E/S voisin de 1/1000 en poids sec). Au 
cours de l'hydrolyse qui est poursuivie jusqu'a ce 
que le peptide 177-183 atteigne son maximum de 
liberation, le milieu reactionnel devient limpide. 
L' evolution de l'hydrolyse est suivie en RP-HPLC 
10 (C18-PEP-RPC) . Apres environ 4 heures, la trypsine 
est inactivee par traitement thermique selon le 
protocole decrit dans 1 ' exemple 1. 

Le melange resultant peut etre : 

1) soit ultrafiltre sur un module plan FILTRON 
15 a flux tangentiel (Pharmacia-LKB) equipe de 

membrane polysulfone (700 cm 2 ) a seuil de 
coupure 1000. A titre d ' indication, en 
partant de 4 84 ml (483 / 8g) d'un hydrolysat 
tel que decrit precedemment , l'ultra- 

20 filtration a un debit entre 180 et 240 

ml/heure et est poursuivie jusqu'a un 
facteur de concentration egal a 2,26. Dans 
les 2 34 ml de permeat obtenu, le fragment 
177-183 de la caseine ft represente 39,5% du 

25 materiel peptidique (Figure 5), mais 

seulement 30% du peptide 177-183 
initialement mis en oeuvre; le rendement 
peut atteindre 100%, par diaf titration. 
Leqende de la Figure 5 ; 

3 0 Permeat sur membrane a seuil de coupure 

1000 du culot de centrif ugation apres 
hydrolyse trypsique, dilue au l/5eme - 
200 microlitres injectes. 

2) soit ultrafiltre sur le meme module plan 
35 FILTRON equipe d'une membrane a seuil de 



FEUILLE DE REM PLACEMENT 



31 



coupure 3000. L ' ultrafiltration d'un hydro- 
lysat de 500 ml (505, 25g) est poursuivie 
jusqu'a un facteur de concentration egal a 
2,63, avec un debit de 600 ml/h. Dans ces 
5 conditions, 300 ml (302,7g) de permeat sont 

obtenus dans lesquels le fragment 177-183 
represente 32,3% du materiel peptidique 
(Figure 6), mais seulement 45,5% du 
fragment 177-183 initialement mis en 

10 oeuvre; le rendement peut atteindre 100% 

par diaf iltration . 
Leqende de la Figure 6 : 

Permeat sur membrane a seuil de coupure 
3000 du culot de centrif ugation apres 

15 hydrolyse trypsique, dilue au l/5eme - 

200 microlitres injectes. 
EXEMPLE 3 

50, 7g de caseine J3 bovine lyophilisee sont 
dilues dans 5 1 de tampon phosphate 0,1 M 

20 contenant 2M de NaCl, a pH = 7,5. Cette solution 
est amenee a 4 0°C et soumise a 1' hydrolyse par 5,5 
mg de trypsine (TPCK SERVA) , dans un rapport E/S 
voison de 1/10 000. 

L 1 hydrolyse est arretee apres 5 h 00, 

25 pendant lesquelles s ' est developpee un precipite, 
par traitement thermique: la solution est plongee 
dans un bain-marie bouillant dans lequel elle est 
maintenue 2 0 minutes a 85 °C. 

L'hydrolysat est soumis a une 

30 microf iltration sur un module SFEC equipe d'une 
membrane tubulaire CARBOSEP M14 , de surface 0,1 
m 2 , et dont le debit sur eau avant utilisation 
etait equivalent a 618 1/h.m 3 , pour une pression 
d' entree de 4 bars et une temperature de 25 °C. 
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Une microf iltration est effectuee pendant 
25 minutes. Cette microf iltration est suivie d ' une 
diaf iltration afin d'epuiser le retentat. Les 
performances realisees au cours de ces deux 
operations sont resumees dans le Tableau 1. A 
titre d'exemple, en partant de 5 litres 
d ' hydrolysat , 2,5 litres de microf iltrat contenant 
46% du phosphopeptide 1-25 initialement present 
sont obtenus a un taux de purete de 18,4% (Figure 
7). La diaf iltration subsequente permet d'epuiser 
totalement le retentat en phosphopeptide 1-25. 
Leqende de la Figure 7 1 

Microfiltrat sur membrane M14 de 

l'hydrolysat trypsigue de caseine R en NaCl 

2M, dilue au l/20eme - 

100 microlitres injectes 
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Le schema d ' ensemble de la Figure 8 (sur 
deux planches du dessin annexe) resume des voies 
possibles pour 1 ' obtention de fractions enrichies 
en peptides a activite biologique selon 
5 1' invention; sur ce schema, sont presentes les 
profils chromatographiques correspondant aux 
differentes etapes du procede. 

: phosphopeptide B-CN (f 1-25) 
. . : precurseurs de la B-casomorphine 
10 ... : peptide B-CN (f 177-183). 

Les analyses ont ete realisees sur colonne 
PEP RPC-C18 (Pharmacia) en tampon d ' elution 
phosphate-acetonitrile : 

Tampon A = phosphate de sodium 2 0 mM 
15 pH =6,75 

Tampon B = phosphate de sodium 2 0 mM 

pH = 7,5, en melange avec 6 0% 
d 1 acetonitrile . 
Le gradient va de 0 a 80% de tampon B en 25 
20 minutes. 

La detection est faite a 214 nm, ce qui 
signifie que 1 ' on suit essentiellement les 
liaisons peptidiques ; on peut done admettre que le 
rapport (aire de la proteine ou du peptide 
25 recherche x 100/aire totale du chromatogramme) 
constitue une approche du pourcentage de purete de 
la proteine ou du peptide considere. 

Sur la base de cette formule, on peut 
annoncer, pour les chromatogrammes presentes dans 
30 le schema ci- joint, les taux de purete suivants : 
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Caseine fi initiale = 97% 




- 25% 

- 60% 



Surnageant de 
centri fugation 
1-25 : 20% - 27% 
proB-casomorphines 
40% - 60% 



chroma tographie 
d ' echange d ' ions 
1,25 = 93% 

proJ5-casomorphines = 92% 



coraplexation du phospho- 
peptide par le calcium 
et centrif ugation 1-25= 
99% 



acidification a pH=4 , 0 
decantation 

proB-casomorphines= 63% 



Hydrolysat du culot 
177-183 = 6% 



UF 1000 D 
177-183 = 39% 



UF 30 00 D 
177-183 = 32% 



chromatographie 
d' echange d'ions 
177-183 = 100% 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'obtention, a partir de la 
caseine B, d'un hydrolysat partiel enrichi, d'une 
part, en phosphopeptide ou fraction peptidique 1- 

5 25, et d' autre part, en precurseurs de la B- 
casomorphine 60-66 (ces precurseurs etant des 
fragments couvrant la zone 33-97 de la molecule de 
caseine B) , par hydrolyse de la caseine B par une 
enzyme proteolytique , caracterise par le fait 
10 qu'on conduit ladite hydrolyse en milieu salin, 
provoquant 1' apparition dans le • milieu d'un 
precipite que 1 ' on separe de la phase soluble, 
laquelle constitue 1' hydrolysat partiel recherche. 

2. Procede selon la revendication 1, 
15 caracterise par le fait qu'on conduit 1' hydrolyse 

dans un milieu d'une force ionique equivalente a 
celle d'une solution de sel monovalent comprise 
entre 0,5 et 4M. 

3. Procede selon la revendication 2, 
20 caracterise par le fait qu'on conduit 1' hydrolyse 

dans un milieu d'une force ionique equivalente a 
celle d'une solution de sel monovalent entre 1 et 
2M. 

4. Procede selon l'une des revendications 1 
25 a 3, caracterise par le fait qu'on utilise, comme 

sel, un sel monovalent, par exemple, le chlorure 
de sodium ou de potassium, ou un sel divalent, par 
exemple, le sulfate de sodium, ou le sulfate 
d ' ammonium. 

30 5. Procede selon l'une des revendications 1 

a 4, caracterise par le fait qu'on utilise, comme 
substance de depart, un produit a base de caseine, 
ayant une purete en caseine B comprise entre 85 et 
90%, issu notamment du lait de vache, de chevre ou 

35 de brebis . 



FEUILLE Dp . 



6. Procede selon l'une des revendications 1 
a 5, caracterise par le fait qu ' on conduit 
1 ' hydrolyse avec une concentration de depart en 
caseine comprise entre 0,5 g/1 et 80 g/1. 

7. Procede selon l'une des revendications 1 
a 6, caracterise par le fait qu ' on utilise, comme 
enzyme proteolytique, la trypsine ou la plasmine, 
et notamment, la trypsine. 

8. Procede selon l'une des revendications 1 
a 1, caracterise par le fait qu'on utilise un 
rapport enzyme/substrat de 1 ' ordre de 1/100 a 
1/10000. 

9. Procede selon l'une des revendications 1 
a 8, caracterise par le fait qu'on conduit 
1' hydrolyse a un pH allant de 6 a 9 , et notamment 
a pH 7,5, et a une temperature de 25 a 45 °C, 
notamment a 40° C. 

10. Procede selon l'une des revendications 
1 a 9, caracterise par le fait qu ' en fin 
d' hydrolyse, on detruit 1 ' enzyme par traitement 
thermique ou bien on la recupere par 
ultrafiltration de la phase soluble sur membrane 
organique ou minerale a seuil de coupure de 10000. 

11. Procede selon l'une des revendications 
la 10, caracterise par le fait qu'on separe le 
precipite obtenu par centrif ugation ou par 
microf iltration tangentielle, ladite microf iltra- 
tion pouvant etre suivie d'une diaf iltration afin 
d'epuiser le retentat en phosphopeptide 1-25 et en 
precurseurs de la J3-casomorphine . 

12. Procede d'obtention, d'une part, du 
phosphopeptide ou fraction peptidique 1-25, et, 
d' autre part, des precurseurs de la fi-casomorphine 
60-66, caracterise par le fait qu'on conduit une 
chromatographie d ' echange d'ions sur la phase 
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soluble obtenue par le procede tel que defini a 
l'une des revendications 1 a 11, apres avoir 
prealablement demineralise cette phase soluble. 

13. Procede d'obtention du phosphopeptide 
ou fraction peptidique 1-25, caracterise par le 
fait qu'on conduit une precipitation par le 
calcium sur la phase soluble obtenue par le 
procede tels que defini a l'une des revendications 
1 a 11, et 1 ' on fait suivre par une centrif ugation 
ou une decantation. 

14. Procede pour l'obtention de la fraction 
peptidique 177-183 a activite antihypertensive et 
immunostimulante, caracterise par le fait qu'on 
part du precipite tel qu'il est obtenu par le 
procede conforme a l'une des revendications 1 a 
11, qu'on le resolubilise , qu'on amene la solution 
ainsi obtenue a un pH allant de 6 a 9, et qu'on 
conduit une hydrolyse par une enzyme 
proteolytique . 

15. Procede selon la revendication 14, 
caracterise par le fait qu'on conduit 1' hydrolyse 
a une temperature comprise entre 25 et 45 °C. 

16. Procede selon l'une des revendications 
14 et 15, caracterise par le fait qu'on utilise la 
trypsine comme enzyme proteolytique. 

17. Procede selon l'une des revendications 
14 a 16, caracterise par le fait qu'on conduit une 
purification de l'hydrolysat par ultrafiltration 
sur membranes organiques ou minerales a seuil de 
coupure inferieur a 5000, le permeat etant enrichi 
en peptide recherche 

18. Procede selon l'une des revendications 
14 a 15, caracterise par le fait qu'on conduit une 
purification de l'hydrolysat par chromatographie 
d'echange d'ions. 
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19. Procede selon la revendication 17, 
caracterise par le fait qu ' on conduit une 
purification du permeat par chromatographie 
d'echange d'ions. 
5 20. Fraction peptidique enrichie en 

peptides a activite biologique, caracterisee par 
le fait qu'elle renferme la fraction peptidique 1- 
25 ayant une purete comprise entre environ 18% et 
environ 27%, et les precurseurs de la 13- 
10 casomorphine ayant une purete comprise entre 
environ 40% et environ 60%. 

21. Fraction peptidique consistant en 
precurseurs de la fl-casomorphine ayant au moins 
9 2% de purete. 

15 22. Fraction constitute par le permeat 

d ' ultrafiltration obtenu par le procede tel que 
. defini a la revendication 17, sur membrane 
d' ultrafiltration d ' environ 1000 D. 

23 . Fraction peptidique constitute par le 
20 permeat d ' ultrafiltration obtenu par le procede 
tel que defini a la revendication 17, sur membrane 
d ' ultrafiltration d ' environ 3000 D. 
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FIG.B 
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Les renseignements fournis sont donnes a titre indjcatif et n'engagent pas la responsabilite de l'Office europeen des brevets. 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



EP-A- 0033686 



12-08-81 



FR-A.B 


2474828 


07-08-81 


AT-T- 


E10330 


15-12-84 


AU-B- 


548657 


02-01-86 


AU-A- 


6678281 


06-08-81 


CA-A- 


1165711 


17-04-84 


JP-A- 


56123921 


29-09-81 


US-A- 


4361587 


30-11-82 




Pour tout renseignement concernant cette annexe : voir Journal Officiel de l'Office europeen des brevets. No. 12/82 



